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UvVOD

1. UVOD

Na prahu 21. stoleti se stali nositeli technologického pokroku v oblasti rafinace a
modifikace rostlinnych oleji a tukli pfedni svétovi vyrobci strojnich zafizeni (Desmet
Ballestra, Alfa Laval, GEA, HF Press+LipidTech, Olexa, French), (nano)reaktoru (Cavitation
Technology Inc., Arisdyne, BUSS ChemTech), adsorbentti (Clariant, Mineral Technologies
Inc., Sepiolsa Minerva Group, Oil-Dri Fluids Purification), hydrogenacnich katalyzatora
(BASF Catalysts, Johnson Matthey, Evonik) a v neposledni fadé¢ imobilizovanych enzymi
(Novozymes) pro pramyslové aplikace. Aktualni vyvoj je motivovan strm¢ rostouci, zdanlivé
udrzitelnou produkci olejnin, pozadavky spotiebiteldl a pfisnymi naroky na bezpecnost
potravin. Vroce 2006 a 2009 byly objeveny nové procesni kontaminanty, estery
3-monochlorpropan-1,2-diolu a glycidolu, soucasné bylo pfijato natizeni Food and Drug
Administration (FDA) 68 FR 41434 o povinném znaceni trans-mastnych kyselin s t¢innosti
od 1. 1. 2006. Provozy neschopné adaptace byly a budou uzavirany. Tyto zmény zpusobily, ze
se opétovné prohloubila spoluprace mezi primyslovou a akademickou sférou. Tam, kde kon¢i
analyticka koncovka na modernich instrumentalnich pfistrojich, za¢ina aplikovany vyzkum
zaméfeny na nova strojni zafizeni a inovativni technologické postupy. Uspésné odstranéni
nezadoucich procesnich kontaminantl z olejii a tuk se neobejde bez znalosti reakéniho
mechanismu jejich vzniku, simulace experimenti v poloprovoznim méfitku a také organické
syntézy komeréné nedostupnych standardd. Pouze takovy pfistup lze oznadit za seridzni

feSeni provozné-inZzenyrskych problémil a vede k optimalizaci technologie vyroby.
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2. AKTUALNI PRODUKCE OLEJU A TECHNOLOGICKY VYVOJ

Celosvétova produkce oleji a tukt rostlinného ptivodu dosahla v roce 2019 vyse 210
milionl tun, mezi nejvyznaméjsi komodity fadime palmovy (64,4 Mt), sojovy (56,8 Mt),
fepkovy (27,4 Mt) a slunecnicovy (20,8 Mt) olej. Svétova produkce oleja trvale roste, v prvni
poloving 20. stoleti byla spotfeba umérna vyvoji svétové populace, od r. 1995 vsak ptichazi
strmy narust, ktery neodpovida linearné zavislé populacni kiivece (obr. 1). Hlavni pfi¢inou
bylo rozsifeni osevnich ploch, vyssi vytéznost surovych oleju v ptipadé¢ séji lustinaté (Glycine
max, 0,59 t/ha), fepky olejky (Brassica napus subsp. napus, 0,78 t/ha) i palmy olejné (Elaeis
guineensis, 3,08 t/ha) a také masivni vyuziti rafinovanych oleju pro technické tcely, zejména
pro vyrobu biopaliv. Pii srovndni spotieby oleji a tukli v nejvyspélejSich a nejlidnatéjsich
regionech zjistime, Ze v USA ¢i EU-27 je primérna spotieba piiblizn¢ 60 kg na osobu/rok,
zatimco v Indii Cini pouze tietinu, vétSina produkce vcéetné importu se tudiz uplatni

v potravinaiském a krmivaiském sektoru®?,
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Obr. 1 Vyvoj svétové produkce nejvyznaméjSich rostlinnych olejii soucasnosti a narust

svétové populace od roku 1970.
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Surové rostlinné oleje se ziskavaji ze semen (bobli) pfimou extrakci technickym
hexanem, dvoustupiiovym lisovanim nebo kombinaci tzv. predlisu s extrakci dle olejnatosti
vstupniho materidlu. Ziskavani oleje ptedchazi Uprava semen vlockovanim a kondicionaci.
Kombinovany t¢inek tlaku, tahu, stfiznych sil a syté vodni pary vytvaii vlo¢ky s narusenymi
bunéénymi sténami prostoupené systémem kapilar (r = 8 - 25 um), makro- a mesopéra a
také v&tsim mérnym povrchem (Sger = 1,3 - 1,5 m?/g1)34. Zjistili jsme, Ze rychlost perkolaéni
extrakce je ovlivnéna predevSim velikosti a geometrii vyliskd. Pocatecni strmou cCast
extrakéni kiivky popisuje modifikovana Hagen-Poiseuilleova rovnice pro laminarni tok
Newtonské kapaliny, tedy miscely, zatimco rychlost zavérecné faze rozpoustédlové extrakce
ovliviiuji difuzni pochody (D = 1 - 8-:10® cm?/s) pfes intaktni bunééné stény ve vyliscich?.
Lipidomicka analyza rezidudlniho oleje prokazala piitomnost voskl, glycerofosfolipidi a
glyceroglykolipidi s esterové vazanou Kkyselinou (Z)-oktadec-11-enovou (asklepiovou).
Jednalo se 0 nové indikatory efektivné provedeného procesu rozpoustédlové extrakce®.

Nevyhovujici barva, nizka oxida¢ni stabilita, obsah nezadoucich sloucenin vcetné
senzoricky nezadoucich latek a kontaminantd z prvovyroby ¢ini surové oleje obtizné
obchodovatelné. Setrna rafinace rostlinnych olejii a tukii je logickym fesenim. Vysledkem
technologického vyvoje jsou dvé zdkladni uspofadéani a to rafinace s uplatnénim chemického
stupné a tzv. fyzikalni rafinace®®. Zasadnim rozdilem je zptsob technologického odstranéni
volnych mastnych kyselin (vMK). Chemicka rafinace je zalozena na alkalické neutralizaci
vMK a odstfedéni mydlovych kall (soapstockll) samoodkalovacimi talifovymi odstfedivkami.
Pii fyzikalni rafinaci jsou VMK odstranény destilaci s ptehfatou vodni parou v technologii
deodorace-deacidifikace (220 — 260 °C, 2 — 5 hPa, 1 — 3 h). Oba rafinacni postupy maji
znac¢né uplatnéni (obr. 2) a volba procesu zavisi zejména na kvalit€¢ a slozeni surového
rostlinného oleje (obsah vMK, lipofilnich pigmentl a polynenasycenych mastnych kyselin) a
také celkové ekonomice rafinaéniho postupu®’. Soucasny technologicky vyzkum rozviji obé
rafinani metody, v technologii chemické rafinace je vysoce inovativni aplikace
hydrodynamickych kavita¢nich (nano)reaktord. Pokrokem v technologii fyzikalni rafinace je
efektivngjsi odkyselovani. Zasadni zménou je konstrukce destilacnich kolon s pre-stripovaci
sekci na misto parnich ejektorti s barometrickou kondenzaci. Inovativni je rovnéz zavedeni
ucinného vakuového systému ve spojeni S vymrazovacimi systémy, které mohou vyznamné
snizit spottebu pary (< 15 kg/tunu oleje), elektrické energie i chladici vody. Pro vyrobce
odkyselovaci jednotky je klicové dosazeni hlubokého a stabilniho vakua (1 — 2 hPa), coz

podstatné snizi dobu zdrZeni oleje v aparature.
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Obr. 2 Schéma chemické a fyzikalni rafinace rostlinnych oleji a tukt s odliSnym zpisobem

odstranéni volnych mastnych kyselin.
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2.1. Mechanismus degradace alkylhydroperoxidi p¥i rafinaci oleji a tukid
zpracovani 1 skladovani potravin. Pii fyzikalnim ¢i chemickém zplsobu rafinace rostlinnych
oleju lze minimalizovat autooxida¢ni zmény snizenim parcialniho tlaku kysliku, zkracenim
doby zdrzeni pti vysokoteplotnim naméhani a aplikaci ochranné inertni atmosféry. I pfesto se
jedné o fenomén, ktery definuje datum spotieby findlnich vyrobkt a fada oxidovanych lipida
(n-oxokyseliny, oxidované oligomery mastnych kyselin, tokoferochinony etc.) v plné
rafinovanych olejich definitivné ziistava.

Autooxidace volnych nebo esterové vazanych mastnych kyselin je radikalovou
K rozstépeni kovalentni vazby je nutné dodat disociac¢ni energii (BDE, bond dissociation
energy), iniciace muze byt zpisobena tepelnym zahifevem, UV zéafenim nebo reakci
s zelezitymi ionty. Vodik se nejsnaze odstépi z methylenové skupiny v bis-allylové poloze
(BDE = 327 - 335 kJ/mol) polynenasycenych mastnych kyselin, propaga¢ni faze peroxidace
nenasycenych lipidii je samovolna (exergonick4)®®. Reakce tripletového kysliku s bis-
allylovym radikalem kyseliny linolové je v souladu s Wignerovym pravidlem o zachovani
spinu. Zakladni transformaci propagacniho stupné je tvorba primarnich oxida¢nich produkti —
alkylhydroperoxidt. Tim se propaguji az tisice dalSich cykla (obr. 3). V pfitomnosti dobrého
donoru vodiku, naptiklad o-tokoferolu, jsou kinetickymi produkty autooxidace kyseliny
linolové tyto slouéeniny: (10E,12Z)-9-hydroperoxyoktadeka-10,12-dienova (9-HPODE, 33
%), (9Z,12Z)-11-hydroperoxyoktadeka-9,12-dienova (11-HPODE, 33 %) a (9Z,11E)-13-
hydroperoxyoktadeka-9,11-dienova (13-HPODE, 33 %)8°.

Po dosaZeni tzv. indukéni periody byly v rostlinném oleji kvantitativné spotfebovany
primarni antioxidanty, absence dobrych donorG vodiku meéni zastoupeni primérnich
oxidaénich produkti a reakce je nyni fizena termodynamicky. Nové vznika k. (10E,12Z)-9-
hydroperoxyoktadeka-10,12-dienova (10 %), (10E,12E)-9-hydroperoxyoktadeka-10,12-
dienova (40 %), (9Z,11E)-13-hydroperoxyoktadeka-9,11-dienova (10 %) a (9E,11E)-13-
hydroperoxyoktadeka-9,11-dienova (40 %), zcela chybi produkty se systémem izolovanych
dvojnych vazeb (11-HPODE)®. Z praktického hlediska je zdsadni popis tvorby kinetickych
produkti, protoze ilustruje oxidacni zmény Cerstvych oleju.

V provoznich podminkdch se zpracovatelé¢ olejnin spoléhaji na rutinni stanoveni
peroxidového C¢isla, pficemz v souladu s dobrou vyrobni praxi jsou alkylhydroperoxidy
v pritbéhu rafinace zcela rozlozeny (PC < 0,5 mekv.akt. O/kg). Kli¢ovy je mechanismus

degradace alkylhydroperoxidi (ROOH) a charakterizace sekundarnich oxida¢nich produkta
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mastnych kyselin, nebot hraji diilezitou ulohu v patogenezi fady onemocnéni (rakovina,
atherogeneze, rozedma plic). Produkty naslednych reakci ROOH doprovazi rovnéz methyl
estery mastnych kyselin v biodieselu 2. generace a pravdépodobné jsou skupinou
rozhodujicich markerti pro spravné celni zafazeni. Destruktivni nasledné reakce RO-OH
zahrnuji alkoxylové radikaly (BDE = 197 kJ/mol), pficemz standardni reduk¢ni potencialy

poloreakci umoziuji predikovat smér i termodynamickou uskuteé¢nitelnost reakci (Tab. I)10-12,

1. INICIACNI FAZE ‘0,

. *00
AUTOOXIDACE LIPIDU

3

2. PROPAGACNI FAZE \y, ¢} (CH,);COOR

IV/AE

Hi1Cs | (CH,);COOR
——
H11C5 (CH2)7C00R —Hl H11C5 M (CH2)7COOR 000 + 00'
H 'H Re /w—<
(CH2)7 COOR

Esterové vazana
kyselina linolova (R-H)

HOO Kinetické primarni produkty autooxidace (ROOH) OOH
/\ NN NS <
H1Cs (CH2)7C00R H11C (CH2)7 COOR H11C (CH,);COO0R
13-HPODE (33 %) 11-HPODE (33 %) 9-HPODE (33 %)
- DO 3. FRAGMENTACNI
PRODUKTY TAG
] H,,Cs " (cH,);cooR
1. OXIDOVANE Alkoxylové radikal
MONOMERY TAG ATROXY Y
HO
Sekundarni produkty autooxidacel]ipidﬁ 0\

H,,C; \V CH AN > NV
11Cs (CHy);cOOR H11cs/ Y {CH,),COOR H 4 (CH,),COOR

0 + 0 He A 4+ 0
>—\/; 2. OXIDOVANE >ﬂ\/; w
H;:Cs (CHy);COOR (CH,);COOR H,C H

OLIGOMERY TAG H11Cs
Obr. 3 Tvorba primarnich produkti autooxidace mastnych kyselin — alkylhydroperoxidi a

vybranych produkty jejich naslednych premeén.

Reaktivni alkoxylové radikaly (E® = 1,60 V) lipida oxiduji slouceniny umisténé
Vv elektrochemické tad¢ nize, typickym piikladem je homolytické stépeni C-H vazby v bis-
allylové (E® = 0,60 V) poloze kyseliny linolové pii propagaéni fazi autooxidace. Oxidaéné-
redukéni reakce je samovolna (exergonickd), pokud je zména Gibbsovy energie A/G® < 0

(konstantni T a p) a soucasné plati, Ze hodnota standardniho napéti ¢lanku E°n > 0. Je nutno
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vzit v uvahu, Ze reakce, jez jsou termodynamicky mozné, nemusi byt kineticky

pravdépodobné, nebot’ rychlostni konstanta reakce je prilis nizka!013,

Tabulka | Standardni napéti ¢lanku E°.n (298 K, 101,325 kPa) jako kvantitativni méFitko termodynamické
uskutecnitelnosti dil¢ich autooxidaénich redoxnich reakci [upraveno dle Buettner, 1993; Koppenol, 1990]

E AG® |rychlostni konstanta|  INICIACE:
V] |[k¥mof)| [dm*mol™s]

- - - - a) In-In————>1Ins + Ine
) ) 60 B b) Ine +R] X ‘R,—— > In-H + R N R,
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— = _ .

04 |-3859 |1a2100|10az40| d) R{_\/\/RZMKWH(H“RZJ»R(_\/\/
OOe

+ OOH
0 ) ’
Eon | AC ryd‘;osm‘ kl"““a“ta NASLEDNE (SEKUNDARN{) REAKCE RN TN
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y J vodny roztok vodny roztok

0,21 az |-20,26 az e = R e = R
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8’28 az gggg az - - f) R1/=\A/R2 + R1/=\A/R2 — R1/=\/\/R2+R1/=\/\/R2
' -/ O OOH OH 00s

0,95 az [-91,66 a7 910°

s Z s Z B - e / Rz o _ o / RZ ---\\./--_.
1,00 |-96,49 9 Rl/_\/\o/. R X RR r +RY N R,

— fragmentace —
- - - - R, S =0 R, + HC CH,*
h) R, / (B‘SC'SS'O”) R; / NN\ T2

H O

o}
13 |-12543 - - ch) HC _~_CH* + R1/=\(=\R—>2 HC_~_-CH3 +R1/W=\Rz
H H

0,87 | -84,00 - 3:10° ) HC~_CH® + ¢0—0s ——> H,C_~_-00*
Egcell ArG9 rychlostni konstanta

V] |[k¥mol]| [dm*mol™-s™] TERMINACE: ,

Vysoky po,
14108 a3 2 ROO' ROOOOR — > stabilni produkty + O
- | - K pe DAY Po o0

Hodnoty A/G® reakci pentadienylového systému s alkoxylovymi nebo peroxylovymi
radikaly poskytuji kvantitativni podklad empirickym zjisténim, které jsou shrnuty v tabulce I.
Reakce ¢, d predstavuji zaklad propagacniho fetézce autooxidace lipidi. Celkova zména
Gibbsovy energie v propagac¢ni fazi je -122,27 kJ/mol (= -83,68 kJ/mol + (-38,59 kJ/mol)).

Redoxni reakce je samovolna a miize propagovat dalsi cykly radikalové tvorby'%3. Podobné
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je tomu i v ptipad¢ naslednych reakci alkylhydroperoxida (reakce e az i). Z tabulky | plyne,
ze vSechny reakce jsou termodynamicky mozné. Rozhodujici vliv na rychlost autooxidace a
vznik kone¢nych produktii naslednych (sekundarnich) reakei je nejpomalejsi, respektive fidici
déj. Ze sledu elementarnich reakci se jedna o homolytické $té€peni vazby C-H v bis-allylové
poloze (reakce b, d).

Alkoxylové radikéaly (RO¢) mastnych kyselin mohou poskytovat v naslednych reakcich
tii skupiny sekundarnich oxidac¢nich produktii - oxidované monomery (reakce f, g v tab. 1),
oxidované oligomery (reakce k) a fragmenta¢ni produkty (reakce h az i). Otaznikem zlstava
osud hydroxylovych (HO¢) radikalt. Za klicové reakéni produkty lze povazovat tieti skupinu
sloucenin s niz§i molekulovou hmotnosti, protoze ovliviiuji senzorické vlastnosti a jsou
nositeli typické zluklé chuti i viiné s nizkym podnétovym prahem (alkanaly ~ 102 - 10°
mg/kg; (E)-alk-2-enaly ~ 1072 - 10° mg/kg; (E,E)-alka-2,4-dienaly ~ 10 - 10" mg/kg)*. V
chemii potravin dominuje piedstava, ze fragmenta¢ni mechanismus ROOH je zaloZen na
homolytickém Stépeni vazeb, proces je zdrojem dalSich radikalti a stimuluje propagacni ¢i
terminan¢ni fazi autooxidace. Jednd se o zjednoduSeny pohled, nebot’ vétSina potravin je
kysela (pH 4 az 6) a pKa hodnoty organickych kyselin véetné volnych mastnych kyselin jsou
teplotné zavislé. NaSe experimentalni vysledky potvrdily existenci smiseného homolyticko-
heterolytického mechanismu fragmentace alkylhydroperoxidi pti adsorpénim béleni (90 - 110
°C, 40 min, inertni atmosféra) a deodoraci (200 - 240 °C, 2 h, 2 hPa)'>%, Kysele katalyzované
Stépeni ROOH je analogii vyroby fenolu kumenovym zptsobem, tedy tzv. Hockovou
fragmentaci a je uspokojivym vysvétlenim vzniku hexanalu (obr. 4), ostatnich alkanali ¢i (E)-
4-hydroxynon-2-enalu v aprotickém prostiedi. Vysledkem homolytického procesu by byla
tvorba termodynamicky nejméné stabilnich vinylovych radikali (BDE = 460 kJ/mol), coz je
vysoce nepravdépodobné. Volné mastné kyseliny (0,1 hm. %) a bélici hlinka, montmorillonit,
aktivovany pomoci HCI & H2SOs slouzi jako H* katalyzatory, reakéni voda pochazi
z adsorbentu, pfipadné z rostlinného oleje s typickym obsahem vlhkosti ~ 100 mg/kg, pii¢emz
molarné se jednd o identické mnozstvi. Jakym zplsobem ovliviiuje reakcéni kinetiku
délka/stabilita alkylového radikalu a konjugace vznikajiciho karbonylu je obtizné dohledat v
literatufe, stejné¢ jako udaje o homolytickém Stépeni kinetického produktu 11-HPODE.
Heterolyticky zpisob fragmentace je pfijatelnym vysvétlenim fady technologickych
problém, napft. rychlého oxida¢niho Zluknuti polydisperznich systémi s nizkou hodnotou pH
(majonézy, dresinky, mlécné ¢i kosmetické vyrobky), které mohou byt navzdory nizkému

peroxidovému ¢islu senzoricky nepfijatelné.
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$TEPENI ] . HETEROLYTICKA
ALK‘C()IC.)EYDROPEROXIDU /O\H FRAGMENTACE
H -H,0 o\
— A\ S= R o\ ——
H,,Cs \ (CH,);COOR H,,Cs (CH;);COOR  H,,C.-CH’ (CH;);COOR
FRAGMENTACE :
0 , H
A= (0] \ —
H,,Cs D (CH,);COOR H11C5-HC/ (CH;);COOR
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vysoce nepravdépodobny -H'
Q \
R/; [o] HO NS =
H (CH,), COOR /\/\)]\ + N/ (CH,),COOR
+ HsC H i keto - enol
*C.H, hexanal tautomerie

Obr. 4 Smiseny homolyticko-heterolyticky mechanismus fragmentace alkylhydroperoxida pii

adsorpcnim béleni a deodoraci/odkyselovani rostlinnych oleja.

Z technologického hlediska neptedstavuji uvolnéné tékavé C6 — C9 alkanaly, (E)-alk-
2-enaly a (E,E)-alka-2,4-dienaly problém, nebot’ jsou kvantitativné odstranény (< 1 ug/kg)
v procesu deodorace ¢&i fyzikalni rafinace za vakua s piehfatou vodni parou®*. Rizikové jsou
pfedevS§im nasycené a a,p-nenasycené n-oxokyseliny (,,core” aldehydy) vazané esterovou
vazbou na puvodni acylglyceroly (obr. 4). Spole¢né s ostatnimi lipidy z potravy podléhaji
hydrolytickému Stépeni pankreatickou lipazou ve dvanactniku, nasleduje vstiebavani
uvolnénych lipidi a rozvod do jater ¢i perifernich tkdni. Hlavni riziko spoc¢iva v reaktivité
elektrofilnich a,B-nenasycenych karbonylovych slou¢enin (akceptory) s nukleofilnimi donory
(proteiny, DNA, glycerofosfolipidy), krom¢ produktli konjugované adice vznikaji rovnéz
Schiffovy baze®'’. Rutinni analyza n-oxokyselin nebyla validovéna a spektrofotometrické
stanoveni thiobarbiturového ¢i p-anisidinového ¢isla neni specifické a neposkytuje informaci
o skute¢né koncentraci karbonylovych sloucenin. Z vySe uvedeného plyne ziejma potieba pro
syntézu nedostupnych ,,core aldehydt a vyvoj analytické metody. Vybrané nasycené a a,f3-
nenasycené n-oxokyseliny byly pfipraveny pouzitim Baeyerovy-Villigerovy oxidace,
Wittigovy reakce ¢i metateze, nejucinnéjSim homogennim katalyzatorem pifi metatezi

funkcionalizovanych olefinii byl katalyzator Hoveyda-Grubbs I1. generace (obr. 5)*1°,
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o
o 1-KOH, CH,0H
mCPBA, CHCI, 2. H,S0,, CH,OH
- & 3.PCC/ALO,

cyklononanon oxycyklononan-2-on
PCC/ALO 3
HO=CH,=(CH,)n—~COOCH, CH.CI 21 ; - > )I—(CHz)n—COOCH3
2 H n=6-8
(80 - 86 %)
OCH, 1. Hoveyda-Grubbs I,
CH.CIL,, 24 h

CH, /\ 272 o /
H3CO&/ + 1,7 (CH,),CO0CH; 3. HCI/H,0 ON(CHz)TCOOCHg

o (36 - 50 %)

toluen, 48 h
(Ph3)3PJH + o/\(CHZ)TCOOCH3

Obr. 5. Piiprava nasycenych a a,B-nenasycenych n-oxokyselin.

Vznik n-oxokyselin reflektuje historii jedlych olejd, spoleéné se stanovenim
tokoferolti/tokoferochinonti se jedna o jedineéné markery indikujici kvalitu suroviny od
vstupu do rafinerie az po lahev a také dal$i manipulaci s findlnim vyrobkem. Podminky
rafinace maji velky vliv na obsah ,,core* aldehydu, proto jsme se rozhodli porovnat konven¢ni
alkalickou neutralizaci a inovativni kavitaéni proces s uplatnéni hydrodynamickych/
ultrazvukovych reaktorti (obr. 6)!8-20, Klasické technologické uspotfadani je neménné 50 let a
obvykle se zaklada na postupu Alfa Laval (AL) short mix, dnes jej firma dodava v riznych
obméndch pod komerénim oznacenim AL long mix, AL combi mix, AL multi mix ¢i AL
multi wax. Navrzena technologie efektivné odstranuje nehydratovatelné glycerofosfolipidy,
volné mastné kyseliny a také vosky. Za hlavni technologickou nevyhodu 1ze povaZovat dobu
zdrzeni vlivem difuze NaOH blankou mydla, ztraty triacylglycerolli okluzi ve sférickych
micelach, inkluzi v laminarnich mydlovych micelach a také zmydelovanim TAG.
Dynamické mixéry jiz nemohou vytvofit veétsi mezifazovy povrch, proto byl firmou
Cavitation Technologies, Inc. (CTi) vyvinut pokrocily kavita¢ni proces (55 — 65 bar, 15 min,
velikost kavitacnich bublin 100 nm), ktery se nazyvé ,nanoneutralizace”. Firma Desmet
Ballestra nasledné¢ zafadila nanoreaktory jako dopliikovou technologii pifi alkalické
neutralizaci VMK, deklaruje tGspory pary na ohiev oleje, kyseliny fosforecné (az 90 %),

hydroxidu sodného (40 — 50 %) a také vyrazn€ mensi rafinacni ztraty (cca 0,2 %).
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W

=

vstup dynamické reaktor
odslizeného mixéry >
oleje

konc.
H,PO,  NaOH

inovativni postup:
hydrodynamické
kavitacni
(nano)reaktory

alkalicky
_| neutralizovany olej

. ‘» @ | praci |
.

Obr. 6 Technologické schéma konven¢ni a hydrodynamické alkalické neutralizace.

Proces je pokrocilou rafinaci a kavitaéni zafizeni neni pouze U€in€j$im mixérem, nybrz
(nano)reaktorem, ve kterém jsou Vv dusledku imploze a prudkého odparu vody rozruSeny
reverzni micely nehydratovatelnych fosfolipidi, vMK ¢i vznikajicich mydel a reakce jiz neni
limitovana 1. Fickovym zdkonem. Technologie vsSak klade extrémni naroky na vysokotlaka
Cerpadla a ptfidatné samoodkalovaci odstfedivky. Pfi implozi kavitanich bublin vznikaji
organické radikaly vlivem vysokého lokalniho narustu teploty a reaktory musi byt
provozovany striktné v inertni atmosféie argonu ¢i dusiku. Ve spolupraci s TESORO Spin off,
s.r.0. a Technoparkem Kralupy jsme podali patentovou ptihlaSku. Prokazali jsme, ze kavita¢ni

technologie v ochranné atmosféie nemaji nezadouci vliv na kvalitu rafinovanych oleja!®2°,

90
] 80
= 70
o
g 60
= 50
(0]
g 40
= 30
S 20
£ 10
0 _— — .
— o —_— — o o — — (] ol — — ol ol
o o 5 o ) o o o o o o o ) o
3 < ) < o < o < ) < o <
= o v v v v v o v o Z s
PRED ALKALICKA ALKALICKA  BELENI BELENI DEODORACE

RAFINACI RAFINACE RAFINACE
® hexanal ™ nonanal  core aldehydy

Obr. 7 Vliv konvenéni (KO) a kavitaéni (KA) technologie na tvorbu karbonyl'%%,
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2.2. Termické radikalové a pericyklické reakce nenasycenych lipida

pri praktické absenci tripletového kysliku
Katalyticka hydrogenace (180 — 200 °C, 2 — 4 h, Ni-NiO/SiO2, p = 0,2 - 0,4 MPa) a
zavéreCna faze rafinace jedlych oleju (220 — 260 °C, 1 — 3 h, 2 - hPa) jsou povazovany za
zpravidla deodorovany, tudiz se jednd o kombinovany termicky/katalyticky ucinek. I ptesto
jsou finalnim produktem oleje a tuky prosté alkylhydroperoxidi (PC < 0,5 mekv.akt. O/kg),
glycerofosfolipidi (< 1 mg P/kg), volnych mastnych kyselin (< 0,1 hm. %), chlorofyli (<
0,05 mg/kg), ostatnich prooxidanti (< 0,2 mg Fe/kg) a pachovych latek (< 1 pg/kg).

Vyznamnym kladem dlouhodobého zahievu je téméi kvantitativni odstranéni karotenoid.

0,8
0,7 F
0,6 |

0,5

Absorbance

0,4
03 |
0,2

0,1

0,0
250 300 350 400 450 500 550

vinova délka (nm)

B-karoten surovy palmovy olej (P.V. = 5,21 mekv. akt. O/kg)
= = = palmovy olej, béleny 10 min s« ++ palmovy olej, béleny 20 min
RBD palmovy olej, béleny 30 min

Obr. 8 Vysokoteplotni degradace B-karotenu pfi fyzikalni rafinaci palmového oleje (260 °C).
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Proces je oznaCovan jako vysokoteplotni béleni a ucelné¢ vyuziva termické
pericyklické transformace. Simulované odkyselovani (fyzikalni rafinace) surového
palmového oleje pii 260 °C v laboratofi (obr. 8) prokazalo, Ze majoritnimi t€kavymi produkty
jsou toluen, xyleny, 2,6-dimethylnaftalen ¢&i B-jonen (3,3,7-trimethyl-2,4-dihydro-1H-
naftalen), které se koncentrovaly v destilatu mastnych kyselin (obr. 2) pro oleochemické
vyuziti. Proces je jedinym zpilisobem, jak efektivné bélit surovy palmovy olej s extrémné
vysokym obsahem karotentl (102> mg/kg)!®. Soucinné reakce zahrnuji sérii konrota¢nich (87-
elektrontl) a disrotanich (6m-elektront) elektrocyklizaci, naslednkem ¢ehoz vznika
substituovany bicyklo[4.2.0]okta-2,4-dien, ktery je prekurzorem prvniho uvolnéného molu
m-xylenu. Analogicky sled elektrocyklizaci C33 polyenu poskytuje toluen a 1,6-bis(2,6,6-
trimethylcyklohex-l-enyl)-3-methylhexa-1,3,5-trien, nebo dalsi mol m-xylenu a 1,6-bis-(2,6,6-
trimethylcyklohex-l-enyl)hexa-1,3,5-trien. Podobné spektrum aromatickych sloucenin (toluen,
xyleny a 2,6-dimethylnaftalen) se vyskytuje také v surové rop¢€, pravdépodobnymi prekurzory
jsou karotenoidy, piipadné terpeny z biosféry?’. Analogické slouceniny, zejména 1,1,6-
trimethyl-1,2-dihydronaftalen, negativné ovlivituji aroma ryzlinku rynského, jejich puvod lze
opét hledat v degradaci lipofilnich barviv.

Pachové latky a fragmenty karotenoidi se ucelné odstraiiuji v jediném kroku pfii
destilaci s ptehfatou vodni parou. Ve stejném stupni lze termickym uc¢inkem eliminovat
rizikové slouceniny z prvovyroby, jako jsou rezidua pesticidid nebo polycyklické aromatické
uhlovodiky. Proces vSak generuje nové procesni kontaminanty: geometrické a polohoveé
izomery mastnych kyselin, cyklické mastné kyseliny ¢i oligomery triacylglycerolii, které
v jedlych olejich kvili fyzikalné-chemickym vlastnostem opét zdstavaji. Zvlasté nezadouci je
dietarni pfijem nenasycenych mastnych kyselin s trans konfiguraci, které souvisi se zvySenym
rizikem kardiovaskularnich onemocnéni a dalSich civiliza¢nich chorob. Neni piekvapivé, ze
trans nenasycené mastné kyseliny byly prokdzany i v lidském lipidomu??. V kone¢ném
disledku zde mohou negativné ovlivnit fluiditu a funkéni vlastnosti biomembran po
inkorporaci v glycerofosfolipidech - amfifilnich stavebnich prvcich organismu. Do roku 2006
byla hlavnim zdrojem trans izomer mastnych kyselin v tukovych vyrobcich (30 — 40 %)
technologie parcialni katalytické hydrogenace”®. V roce 2003 vSak bylo pfijato naiizeni FDA
(68 FR 41434) o povinném znaceni trans-MK s G¢innosti od 1. 1. 2006, vyrobci jsou nuceni
opustit proces parcialni katalytické hydrogenace. V roce 2005 poklesl prodej hydrogenaénich
katalyzatorti o 50 %, klesa poptavka po hydrogenovanych tucich a objevuji se prvni produkty
s deklaraci ,,nulového* obsahu trans-MK. Dusledkem znaceni trans-MK byla reformulace

potravinafskych vyrobkl, zejména peciva, cukrovinek, tukl na peceni.
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Hlavnim rizikem dietarniho pfijmu mastnych kyselin s trans konfiguraci je negativni
vliv na metabolismus lipoproteinti v séru, epidemiologické studie prokazaly souvislost mezi
ptijmem trans-MK a zvySenim obsahu lipoproteinovych ¢astic o nizké hustoté (LDL), jez
transportuji cholesterol z jater do perifernich tkani. Trans-MK soucasné stoji za snizenim
hladiny lipoproteini o vysoké hustoté (HDL) v krvi, které transportuji cholesterol zpét, takova
kombinace je povazovana za vysoce proatherogenni a tudiz rizikovou. FDA opétovné reaguje
a 18.6.2015 zbavuje parcialn¢ hydrogenované tuky (> 4 g 12/100 g) statusu GRAS (Generally
Recognized as Safe) nafizenim 80 FR 34650, od 1.1.2021 nebudou schvaleny zadné vyrobky
s parcialn¢ hydrogenovanymi tuky. Obdobné reaguje Evropska komise nafizenim 2019/649.

Nabizi se otdzka, jakym zplsobem lze dosdhnout srovnatelnych fyzikalnich a
senzorickych vlastnosti tukovych vyrobka s absenci trans-MK? Ekonomicky piijatelnou
moznosti je kombinace totalni hydrogenace kapalnych oleju (obr. 9a) a alkalicky ¢i enzymové
katalyzované transesterifikace. Nahoda pieje pfipravenym; vyrobci zachazi jesté dale a snazi
se zcela omezit pouzivani plné¢ ztuzenych tukii pevnymi podily palmstearinu vyrobeného
frakéni krystalizaci. Zda piezije technologie alkalické transesterifikace 21. stoleti je rovnéz
otazkou. Vyznamnym zjist€énim naseho autorského kolektivu je uspésné pouziti komeréniho
enzymu Lipozyme TL IM (Novozymes) pii transesterifikaci strukturnich tuki s vysokym
bodem tani (az 63 °C) v blizkosti teplotniho maxima enzymu?3. Aktudln& je hlavnim
dietarnim zdrojem trans-MK tuk pfezvykavcl (mlécny tuk, maso) a plné rafinované rostlinné

oleje, distribuce produktl je vSak rozdiln4, stejné tak pohled na bioaktivitu lipida.

a) katalyticka hydrogenace oleju, tukli, mastnych kyselin kyselina
H;Cg CH,);COOH H,Cg CH,);COOH stearova
)-@ + He
HHHHUHH H i HHHHHHH | H /
I I
povrch Ni-NiO/SiO / povrch Ni-NiO/SiO - He +H
//////////////////////////////2/ % ///////////////////////////////2/ % i
b) izomerace mastnych kyselin katalyzovana radikaly

H47Cg ?CH2)7COOH H47Cg CHy);COOH Re H\ }CH2)7COOH

Re —= — —

i /A

H H H R H H47Cg H
Kyselina elaidova

c) kysele katalyzovana izomerace mastnych kyselin -H+
H
H47Cg CH,);COO0H ©O H7Cg /(CH2)7COOH H \| ‘\& }CH2)7COOH
+ '(l \ﬂ@ e / \

Obr. 9 Mechanismus vzniku trans-mastnych kyselin pti hydrogenaci a rafinaci oleji a tukd.
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Vysokoteplotni geometrickd a polohovéa izomerace TAG probihd pti deodoraci a
vV men$i mife pii adsorpénim béleni jedlych oleji. Vznik termodynamicky stabilnich trans-
MK pravdépodobné neni monomechanisticky, protoze mize byt katalyzovan radikaly (obr.
9b) a také kysele (obr. 9c). Proto jsme simulovali vliv alkylhydroperoxidii na rychlost
degradace kyseliny linolové v systému s praktickou absenci volnych mastnych kyselin. Ze
zavislosti  reakéni rychlosti na teplot€¢ v pfitomnosti definovaného mnoZstvi
alkylhydroperoxidiit byly vypocitany hodnoty aktivacnich energii Ea. Bylo ziejmé, zZe
degradace kyseliny linolové je silné teplotné zavisla (obr. 10) a stopy ROOH mohou iniciovat

vznik trans izomerit MK, zkratit reakéni dobu a indukéni periodu reakci??,

160
Q -
140 S e
120 . . T
E' 100 | B RPN
> 80 +
==,
o 60
20 i\ y = 0,069x2 - 4,209x + 160,843
R%=0,999
20
o 1 1 1 1 1 |
0 5 10 15 20 25 30
PC [mmol 1/2 0,/kg]
Teplota PC k
[°C] [mmol 1/20,/kg] [s'1]
2,61 0,0053
s 712 0,0069
11,53 0,0092
27,68 0,013
2,61 0,0198
- 7,12 0,0227
11,53 0,0266
27,68 0,0305

Obr. 10 Vliv teploty, obsahu hydroperoxida na rychlost degradace kyseliny linolové a E..

Geometricka izomerace nenasycenych TAG je kineticky fizeny proces, reaktivita
mastnych kyselin pii vysokoteplotni geometrické izomeraci stoupa v fadé monoenové <
dienové < trienové mastné kyseliny. Tvorba trans izomert MK je, podobné jako smiSena

fragmentace alkylhydroperoxidt, homolyticko-heterolytickym déjem a vyznam kyselé
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katalyzy nelze zanedbat. Kysele katalyzované reakce jsou dilezitymi pfeménami v organické
technologii, vyuziti nachazi pfi izomeracich, alkylacich, eliminacich, oligomeracich ¢i
pfesmycich. V oleochemii se uplatiiuji pii $tépeni tukd, dehydrataci ricinového oleje, vyrobé
alkydovych pryskyfic ¢i biopaliv 2. generace. Pii rafinaci jedlych oleji se jedna o nezadouci
déj. Pti beleni (90 - 110 °C, 40 min, inertni atmosféra) na kysele aktivovanych adsorbentech
vznikaji geometrické izomery (obr. 9c) mastnych kyselin, zatimco pfi odkyselovani
rostlinnych oleji (240 — 260 °C), kdy je reakce autokatalyzovana volnymi mastnymi
kyselinami, vznikaji rovnéz konjugované dvojné vazby'®?4 Rozdil mezi kontinudlnim a
vsadkovym procesem ukazuje obr. 11. Moderni destilacni kolony s prestripovaci sekci

minimalizuji tvorbu trans izomerd mastnych kyselin (10"t hm. %) a ostatnich kontaminantd.

vacuum unit Vliv kontinualni a vsadkova deodorace na
konecny obsah trans matnych kyselin
N 1 st 2nd 3I’C| 4lh sth etl
ANG NN . ; =27 r .y
Pre-lheating of| & ' | | ancc1s1 kontinualné
4 L L blfeached oil| £
[ S T E— N -2 2,1 r ©-—-trans-C18:2
AN 2™ tray | E 18 [ —-transcis3
1 L] L 200 °C E L5 .m--total TFA m
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YY) 3 tray E 09 | e
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cdmdmmdmmed T 03 E_..:.:..;.:.: _____.5___,.. <= : o
ANV 4t tray 0,0 —< < w —
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- el s 240 °C z 12 - O, -7
RS O R N | E 09 | '“."._.- > - o
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g F woo |
deacidified oil g3 §..:.:..:.:..._.5._..;..:..:.;_ g e
0,0 <) < $ g —
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cislo kyselosti: kontinualné 0.36 mg KOH/g
vsadkoveé 0.28 mg KOH/g

Obr. 11 Vliv pramyslového uspofadani fyzikalni rafinace na tvorbu trans izomerta MK.
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Mezi konjugovanymi mastnymi kyselinami, které vznikaji pfi deodoraci/fyzikalni
rafinaci oleju a tukt, dominovaly Kkyseliny 9Z,11E-oktadeka-9,11-dienova a 10E,12Z-
oktadeka-10,12-dienova. Konjugované mastné kyseliny jsou zakladnimi reaktanty pii tvorbé
oligomeri Diels-Alderovym mechanismem!>824, Jednad se o termickou [4+2]-cykloadici
elektronové bohatého konjugovaného dienu s elektronové deficitnim dienofilem (kyselina
olejova, (E)-alk-2-enaly, o,B-nenasycené n-oxokyseliny ¢i chinony). Pti Diels-Alderové
reakci se vytvaii dvé nové vazby o a vyslednym produktem je cyklohexenovy kruh, reakéni
mechanismus je bez meziproduktl s jednim pfechodovym cyklickym stavem?>%, Diels-
Alderova reakce probiha, jsou-li dvojné vazby konjugovaného dienu v konformaci s-cis,
selektivita a rychlost cykloadi¢nich reakci je vyznamné ovlivnéna substituci dienofilu
skupinami se zapornym indukénim efektem?®.,

Konjugované derivaty kyseliny oktadekadienové nebyly komeréné dostupné, proto
byly pfipraveny alkalickou izomeraci slunec¢nicového oleje ¢i methyl linoleatu
v ethylenglykolu, dehydrataci ricinového oleje a pfedev§im konjugaci dvojnych vazeb
s pouzitim Wilkinsonova katalyzatoru (obr. 12), ktery se standardné pouziva pii homogenni
hydrogenaci  organickych  slou¢enin®?8, Reakéni sled je iniciovan  disociaci
trifenylfosfinového ligandu (- PPhs) za vzniku 14elektronového komplexu RhCI(PPH3)2,
analogické reakéni schéma lze ocekavat i Vv piipadé homogenni dvojfazové konjugace
dvojnych vazeb, pfi¢emz na misto oxidativni adice vodiku se k centrdlnimu atomu Rh vaze

kyselina linolova nebo jeji derivat jako organicky ligand s vazbou = (obr. 13).

9Z11E-C18:2 10E12Z-C18:2 ostatni

F\F 1. KOH, ethylenglykol, 180 °C,12 h
C,HT, (CH,);CO0R > 2% 28 % 4%

2, H+, CH,0H
OH
— 1. CH,S0,CI, TEA,
C5H1‘| (CH2)7COOR > 47 % 3 % 48 %
2. KOH, ethylenglykol, 100 °C, 12 h
3. H+, CH,0H

— (PH,P),RhCI, SnCl.:2H,0

N chy)cooR > Y 40 % 6 %
o (Char [BMIN-[NTF, JEEtOH (5:3, viv) ’ ’ °

Obr. 12 Ptiprava konjugovanych izomert oktadekadienovych kyselin.
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DEGRADACE NENASYCENYCH LIPIDU

Podobné reakéni schéma lze uplatnit i v pifipadé homogenni hydrosilylace C¢i
dekarbonylace. V navrzeném reak&énim mechanismu?’?8 by z hlediska teorie molekulovych
orbitall méla byt zasadni rovnovédha mezi pfenosem naboje ve sméru alken — rhodium a

hraniéni strukturou s metalocyklopropanovym kruhem s rehybridizaci atomu C na sp°.

PhsP  PPhy PhoP  PPhy N\ \y s PhsP PP,

- PPh, Ve 2 N
/Rh\ d: /Rh — o Rh\
isociace
PhsP Cl Solv. él -
16ti elektronovy 14ti elektronovy
komplex komplex R,
+ PPh,
PhsP PPh; ~ )
\Rﬁ o
yd
Solv. cl
komplex

Obr. 13 Reakéni mechanismus dvojfazové homogenni konjugace derivata kyseliny linolové.

Oleochemickd vyroba dimernich mastnych kyselin je katalyzovana zeolity ZSM-5,
pficemz majoritni substituované cyklohexenové dimery a oligomery vznikaji soucinnym
mechanismem. Tvorbu vedlejSich reakénich produkti, rozvétvenych mastnych kyselin, 1ze
vysvétlit vznikem intermediarnich cyklickych karbokationtt. Oligomery triacylglycerolt
nachazeji v polarni frakci spoleéné s oxidovanymi TAG, jedna se o tzv. oxopolymery?®. Pii

oligomeraci TAG bez ptistupu kysliku vznika tfeti skupina nepolarnich slou¢enin (0.1-1.0 %).

9¢,11t-C18:2 9¢c,11t-C18:2
</Z_\¥cem13 PR <Z_\CBH13 )
H H

ROOC(CH,)§ (CHo)sCOOR \\
ROOC(CH,); H /H CeHys H,

H / (CH2)sCOOR H  CgHys
CeHiz >> CeHi3
\ i

repulze
(CH,)sCOOR

H
ROOC(CH,)g 8t,10c-C18:2 H 8c,10c-C18:2

Obr. 14 Mechanismus [1,5]-sigmatropniho pfesmyku konjugované oktadekadienové MK.
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DEGRADACE NENASYCENYCH LIPIDU

Tteti skupina oligomerti vznikd pii rafinaci jedlych oleji, konjugované mastné

kyseliny se vSak reakce ucastni pouze ¢éaste¢né€. I pfesto podléhaji skupiné pericyklickych

reakci, tzv. [1,5]-sigmatropnim pfesmyktum (obr. 14). Spojenim HPSEC s APCI-MS byla

umoznéna identifikace oligomernich TAG, analyza prokdzala dominantni slou¢eniny vzniklé

terminaci radikald, zatimco produkty Diels-Alderovy rakce byly spiSe minoritni (obr. 15).
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Obr. 15 Kvalitativni analyza oligomeri triacylglyceroli a mastnych kyselin.
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ESTERY 3-MCPD A GLYCIDOLU

2.3. Vliv rafinace a chemické modifikace na obsah esteru 3-MCPD
a glycidolu

V kapitolach 2.1 a 2.2 byly shrnuty aktudlni poznatky o reaktivit¢ uhlovodikového
fetézce MK, pfi zpracovani potravin dochéazi také k reakcim karboxylovych skupin nebo
glycerolového zbytku. Jednou ztakovych piemén je pyrolyza acylglyceroli a nasledné
dehydratace volného glycerolu, které poskytuji jako finalni produkt akrolein. Lipidy nemusi
byt vystaveny pouze tepelnému zahtevu, pfi konzervaci potravin se uceln¢ vyuziva y-zareni
radionuklid@i kobaltu °°Co nebo cesia *’Cs, divka nesmi pievySovat 10 kGy (nafizeni
1999/3/EC) a vyrobci i dovozci maji informacni povinnost o aplikaci ionizujiciho zafeni®.
Radiosterilaci se oSetiuje koteni, zeleninové ochucovaci pfipravky, susené aromatické byliny,
zelenina, maso ¢i moiské plody, jedna se o vhodnou nahradu fumigantd, jeZ mohou byt
prekurzory fady potencidlné karcinogennich a perzistentnich sloucenin. Hlavni vyhodou
ozafovani potravin je moznost sterilace pfimo v obalu bez znatelného ovlivnéni senzorickych
a fyzikalnich vlastnosti produktii. Ucinek radiosterilace je Sirokospektralni, efektivné
inaktivuje také termorezistentni spory, pfi¢emz gramnegativni bakterie jsou vuci y-zareni
citlivgjsi. Duvodem je absence teichoové Kkyseliny vbunécné sténé, tenéi vrstva
peptidoglykani a pfitomnost fosfolipidi ve vnéjsi membrané. Kombinovany efekt vici
gramnegativnim bateriim spociva v pfimém mutagennim ucinku na DNA a nepfimém vlivu
volnych radikali uvonénych pti radiolyze vody na fosfolipidy. Pii radiosterilaci dochazi

rovnéz k degradaci lipidii, zejména acylglycerolli a volnych mastnych kyselin (obr. 16)%.

triacylglyceroly

1 1
. o4 \H SR B _R N, ¥ R
GOCO -e O J{/C;CH @) .CH (e} /CH
I [l | I
N SN __cH SO _cH
H,C——O cHy H,C—O o HZC—B,J cHy 2
2 2 ) 2
HC—OCOR®~ = = HC—OCOR = = HC—OCOR
3 X 3 3
H,C—OCOR H,C—OCOR H,C—OCOR
/
" b4 4l H 1
produkty "o-$tépeni N 4+ _R
o
c H,C—OH
N Cen,
R H,C—O0 Hs 5 4
He— | HC—OCOR 0\ R
radikal + || —~—— HC—OCOR
CH, H,C—OCOR®
"McLaffertyho presmyk" HZC—OCOR3 2-alkylcyklobutanony

Obr. 16 Mechanismus vzniku 2-alkylcyklobutanonti a alkent z triacylglycerolt.
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ESTERY 3-MCPD A GLYCIDOLU

Majoritnimi degrada¢nimi produkty jsou 2-alkylcyklobutanony, alkeny a alkany.
Mechanismus jejich vzniku je identicky se zdkladnimi typy fragmentaci pfi elektronové
ionizaci a nutné zahrnuje tzv. a-Stépeni, McLaffertyho ptesmyk a dalsi transformace (obr. 16).
Vzhledem k tomu, Ze se radiosterilaci oSetiuje pouze zlomek potravin, je tvorba potencialné
cytotoxickych 2-alkylcyklobutanoni okrajovou zalezitosti. SkuteCnym celosvétovym
problémem je vznik esterd 3-monochlorpropan-1,2-diolu (3-MCPD) a esteru glycidolu
v rafinovanych olejich a tucich3'®2, Procesni kontaminanty, identifikované v roce 2006 a
2009, ovlivnily vyznamnym zpiisobem ziskavani, rafinaci a modifikaci palmového oleje a
jeho frakci®34, bez technologickych inovaci by zpracovatelé nemohli pouzit zna¢nou &ast
produkce v potravinaiském sektoru.

Monoacylglyceroly a zejména diacylglyceroly pfitomné v surovych olejich jsou spolu
S volnymi mastnymi kyselinami produkty lipolyzy triacylglyceroli. Z téchto sloucenin
vznikaji acylderivaty monochlorpropandiolu a glycidolu. Surové rostlinné oleje ziskavané
z duznatych plodu, jako jsou palmovy, palmojadrovy a olivovy, obsahuji 2 — 10 hm. %

diacylglyceroli dle rychlosti a technické Grovné zpracovani®®34

. Dutsledkem toho je, Ze
nckteré oleje, zvlasté pak rafinovany palmovy, palmojadrovy a olivovy olej obsahuji obvykle
1 — 5 mg/kg estert 3-MCPD (3-MCPD estery vyjadiené jako volny 3-MCPD) a 0,5 — 5
mg/kg estert glycidolu (estery glycidolu vyjadiené jako glycidol). Surové rostlinné oleje
ziskdvané ze semen a bobu jako jsou fepkovy, slunecnicovy a sdjovy, které obsahuji mensi
mnozstvi diacylglycerolt (0,5 — 2,0 hm. %), maji po fyzikalni rafinaci obvykly obsah < 1,0
mg/kg 3-MCPD a < 1,0 mg/kg glycidolu. Derivaty 3-MCPD a glycidolu jsou kancerogenni
nebo potencialné kancerogenni, suspektné genotoxické a maji vysoce negativni vliv na
muzskou plodnost3®3*, Nafizenim komise (EU) ¢&. 2018/290 ze dne 26. 2. 2018 byly stanoveny
maximalni limity kontaminujicich esterti glycidolu v tukovych vyrobcich na 1 mg/kg (jako
glycidol), v ptipad¢ potravin pro malé déti a kojence jsou limity poloviéni.

V procesu adsorpéniho béleni jsou z oleje odstranény pigmenty a prooxidanty. Bélici
hlinka je vSak hlavnim zdrojem chloridovych iontl, jelikoz je aktivovana kyselinou
chlorovodikovou. V poslednim stupni rafinace (deodorace) je olej temperovan na vysokou
teplotu, az 260 °C, pfi které se odstranuje fada nezadoucich sloucenin destilaci s vodni parou.
Pfitomné diacylglyceroly, monoacylglyceroly, chloridové ionty, vysoka teplota a kysela
katalyza volnymi mastnymi kyselinami iniciuji vznik nezadoucich slouéenin, tedy
acylderivata 3-MCPD a 2-monochlorpropan-1,3-diolu (2-MCPD). Kromé toho piimo z di- a

monoacylglyceroll a hypoteticky i vySe zminénych chlorovanych sloucenin vznikaji glycidyl

21



ESTERY 3-MCPD A GLYCIDOLU

estery. Estery 2,3-dichlorpropan-1-olu, 1,3-dichlorpropan-2-olu, piipadné dal§i minoritni

chlorované slouceniny, které byly nalezeny v bilkovinnych hydrolyzatech, nebyly doposud

nalezeny®. Od roku 2010 probihal intenzivni primyslovy vyzkum s cilem nalézt kritické

parametry, které vedou ke vzniku acylderivati 3-MCPD. Vznik estert 3-MCPD (vyjadieno

jako 3-MCPD) byl linearné zavisly na obsahu diacylglyceroli (DAG) a teploté, deodoraci nad

200 °C lze povazovat za kritickou (obr. 17). Autofi prokazali, ze DAG nejsou jedinymi

prekurzory, nebot pfi absenci parcidlnich esterti glycerolu vznikd = 0,5 mg/kg esterd 3-

MCPD?3-3, Teplotni zavislost tvorby esterii glycidolu na obr. 18 byla exponencialni, kriticky
obsah DAG byl mezi 2 az 4 % 3942,
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Obr. 17 Vliv lipolyzy vstupniho oleje, teploty na tvorbu esterd 3-MCPD (jako 3-MCPD)*6-°,
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Obr. 18 Vliv lipolyzy vstupniho oleje a teploty na tvorbu estert glycidolu (jako glycidol)3-42,
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Procesni kontaminanty, estery 3-MCPD a glycidolu, ptfedstavuji velky problém pro
zpracovatele palmového oleje a jeho frakci. Nasim cilem bylo odstranéni nezadoucich
sloucenin stavajici technologii, tedy bez dalSich investi¢nich nakladl, narokl na prostory a
obsluhu. Chemicky znacené slouCeniny ndm umoznily pochopit vliv provedenych tprav na
kontaminanty. Ve spolupraci s prof. Smidrkalem a skupinou prof. Veliska jsme dospéli
k zavéru, ze v rostlinnych olejich a tucich Ize v procesu deodorace ¢i fyzikalni rafinace
zabranit vzniku estert 2- a 3-MCPD pridavkem baze (KHCO3, NaHCO3, K>COz, Na>COs,
alkoxidy)®3. Takovy zplisob odstranéni procesnich kontaminant se zdal slibny pro
primyslovou praxi, proto byla podéna patentova piihlaska*®. Pozdé&ji se ukazalo, Ze
deodorovany olej nebyl senzoricky zcela neutralni. Uginek béaze na chlorderivaty mohl
zpusobit vznik esterti glycidolu (potencialni genotoxicky karcinogen, skupina 2A), proto bylo
od realizace patentu a primyslového feSeni ustoupeno. VySe zminéna hypotéza byla nasledné
potvrzena pii reakci zna¢eného 3-MCPD-ds-dipalmitatu s modelovymi di- a triacylglyceroly.
Stejny mechanismus byl potvrzen i v technologii transesterifikace jedlych oleju, pficemz
katalyza methoxidem sodnym zptsobuje témeét kvantitativni konverzi estert 3-MCPD na
estery glycidolu. Transesterifikace lipdzami nemé na procesni kontaminanty zadny vliv, proto

bude v budoucnu jednim z dominantnich zptsobi modifikace tukovych vyrobk.
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Obr. 19 Transformace 3-MCPD-ds-dipalmitatu na glycidyl-ds-palmitat katalyzovana bazemi.

Rafinace nemusi byt findlni upravou rostlinnych olejii, protoze jedlé oleje jsou
kapalné, tudiz nemaji vhodnou konzistenci pro vyrobu emulgovanych (margariny) a

pokrmovych (shorteningy) tukl. Rafinované rostlinné oleje se pro potravinaiské ucely déle
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modifikuji, zejména totalni katalytickou hydrogenaci, transesterifikaci, frakcionaci nebo
kombinaci téchto technologii. Vysledkem je strukturni tuk s pozadovanymi fyzikalnimi
vlastnostmi. Pfi totalni hydrogenaci olejt dochazi uc¢inkem vodiku za katalytického puisobeni
niklového katalyzatoru k vysyceni dvojnych vazeb mastnych kyselin triacylglycerola
(konverze: 97 - 99 %, jodové ¢islo: 0,5 — 4,0 g 12/100 g tuku). Primyslové se vyuziva niklovy
katalyzator na nosic¢i (0,5 - 1 hm. %), napf. kiemeling€, s aktivnim katalytickym systémem
Ni/NiO a stupném redukce NiO na Ni 22 % pii teplotach 180 - 200 °C a tlaku vodiku 1 - 5
bar. Kvalita vstupni suroviny limituje Zivotnost a aktivitu niklového katalyzatoru, proto je
vstupni surovinou rafinovany rostlinny olej s obsahem vMK do 0,20 hm. % a obsahem

fosforu 1 - 5 mg/kag.
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Obr. 20 Degradace glycidyl palmitatu na komerénich katalyzatorech Ni-NiO a Ra-Ni, We.

Niklové katalyzatory maji schopnost hydrogenolyzovat chlorované slouceniny a
epoxidy za vzniku monoacylglycerolt, acylderivata propan-1,2-diolu, propan-1,3-diolu,
propan-1-olu a propan-2-olu (obr. 20)34. Uginnost komer&nich niklovych katalyzatort se lisi,
navic je zéavisla na jejich typu, mnozstvi, dispergaci a dale na teploté a Gase (obr. 21)*. V

prubéhu experimentt jsme dospéli ke zjisténi, ze acylderivaty 3-MCPD, 2-MCPD a glycidyl
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estery lze v procesu totalni hydrogenace (150 az 200 °C) odstranit tak, Ze se na zavér procesu
do hydrogenovaného rostlinného oleje pti JC < 4 g 12/100 g piidaji aktivngjsi katalyzatory
jako je Raneytv nikl piipraveny podle Urushibary. VIiv modifikac¢nich technologii na

distribuci kontaminantt ve frakcich a produktech z palmového oleje zndzoriuje obr. 22.
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Obr. 21 Vliv komer¢niho niklového katalyzatoru na odstranéni esteri 3-MCPD a glycidolu.
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Obr. 22 Vliv modifikac¢nich technologii na distribuci procesnich kontaminantii ve vyrobcich.
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2.4. Degradace tokoferoli pri deodoraci a fyzikalni rafinaci oleji a tuka
Antioxidanty piedstavuji dulezité inhibitory autooxidace materiald komeréniho i
biologického vyznamu, zpomaluji pokles nutriéni i senzorické hodnoty potravin®4,
Syntetické antioxidanty a jejich smési maji znacny ekonomicky vyznam, nebot nachézi
uplatnéni v petrochemickém pramyslu jako inhibitory gumovaténi, antiozonanty, stabilizatory
lakt, pryskyfic a natéri. Béznymi antioXxidanty vV potravinafstvi i kosmetice jsou
monofenolové slouceniny  2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) a 2-tert-butyl-4-
methoxyfenol (BHA), difenolovy inhibitor 2-terc-butylhydrochinon (TBHQ) a polarné;si
estery gallové ¢&i kyseliny askorbové, které se hromadi na fizovém rozhrani®!4,
V potravinaistvi je obsah syntetickych antioxidanti regulovan legislativou: 0,01 hm. % pro

konkrétni slouceninu; 0,02 hm. % je maximalni ptipustny obsah pro smésny ptipravek.

1. INICIACNI FAZE ‘0,

AUTOOXIDACE LIPIDU >
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Obr. 23 Mechanismus inhibice propagac¢ni faze autooxidace mastnych kyselin antioxidanty.

Podle mechanismu inhibice rozliSujeme primarni antioxidanty (kyselina askorbova,
tokoferoly, fenolové kyseliny a dalsi polyfenoly), které reaguji s alkylhydroperoxylovymi a
alkoxylovymi radikdly, zatimco Sekundarni antioxidanty (cystein, lipoova kyselina,

methionin) redukuji vzniklé alkylhydroperoxidy®#°. Mechanismus kombinovaného uginku
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primarnich a sekundarnich antioxidanti s chelaty pfechodnych kovi na tvorbu
alkylhydroperoxidit a jejich rozkladnych produkti shrnuje obr. 23. Funkéni primarni
antioxidanty by mély mit standardni redukéni potenciél poloreakce E° nize v elektrochemické
fad¢ nez alkoxylové, peroxylové, allylové a bis-allylové radikaly, které regeneruji (tab. I, I1).
Takovy oxida¢né-redukéni dé&j je samovolny'®13, Antioxidaéni / oxidaéni i¢inek sloucenin je
navic koncentraéné zavisly®. Inhibi¢ni G¢inek se projevi pouze v ptipadg, Ze rychlost reakce
primarniho antioxidantu s volnymi radikdly je vyrazné rychlej§i nez reakce, které jsou
zédkladem propagacniho stupné autooxidace lipidG'®*?. o-Tokoferol sinhibi¢ni rychlostni
konstantou kinn autooxidace kyseliny linolové (1-106 dm3mol?-s?) je Gi¢innym primarnim
antioxidantem (tab. I1), nebot’ rychlost propagace oxidace je 1 — 100 dm3-mol™t-s? (tab. I1).
Fenol s kinn = 3000 dm®-mol™t-s?, vysokou hodnotou BDE (368 kJ/mol™) a nizkou hodnotou
ionizaéniho potencialu (818 kJ/mol™l) neni vhodnym antioxidantem®*>. Reakce fenolu
s radikdly je soucasné termoneutralni.

Tabulka Il Standardni napéti ¢lanku E%e (298 K, 101,325 kPa) jako kvantitativni méFitko

termodynamické uskutecnitelnosti dilc¢ich autooxidacnich redoxnich reakci a inhibice peroxidace
antioxidanty [podle Buettner, 1993; Koppenol, 1990]
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Vznikajici fenoxylové (aryloxylové) radikdly musi byt dostatecné stabilni, aby se
neucastnily propagacni faze. Dulezitd podminka je splnéna diky delokalizaci neparového
elektronu fenoxylového radikalu v aromatickém systému. Stabilizace delokalizaci je ddna
povahou substituentii vdzanych na aromaticky systém®°. Tokoferoly a tokotrienoly jsou

lipofilni inhibitory autooxidace rostlinného pivodu. Pfi reakci tokochromanolového systému
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Sprvnim molem allylového (Re), bis-allylového (Re), alkoxylového (RO<) ¢&i
alkylperoxylového radikdlu (ROOe) vznikd rezonancné stabilizovany chromanoxylovy

radikal. K delokalizaci neparového elektronu dochazi v ortho a para pozici (obr. 24).
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«0 O (0]
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CH3 CH3 CH3 OR
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s ROOe otevieni Y chromanol.
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3. MECHANISMUS VZNIKU a-TOKOFEROCHINONU: prooxidacni u€inky tokoferolt

Obr. 24 Rozdilna reaktivita derivatd a-, d-tokoferolu pfi inhibici autooxidace a soucasné
prooxida¢ni ucinky pii transformaci derivatu a-tokoferonu na a-tokoferochinon.
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Chromanoxylovy radikal vznikd nejsnaze z a-tokoferolu, nebot’ disociacni entalpie
vazby O-H a ioniza¢ni potencial jsou nejniz§i®*°. Dalsi adice volnych radikalia RO ,ROO- je
orientovana do ortho a para polohy. Rychlost druhé adice neni v literatufe uvedena a zcela
jisté je ovlivnéna sterickym branénim. Substituenty v ortho a para poloze rozhodujicim
zpusobem limituji celkovy antioxida¢ni ucinek tokochromanolového systému (obr. 22). Proto
je nejvice substituovany a-tokoferol navzdory nejvyssi hodnoté kinn, derivatem tokoferolu
k otevieni chromanového cyklu a podle dostupné literaury se sndze vytvaii dimerni
slouceniny. Vznikaji terminaci radikalti nebo pericyklickymi reakcemi. Derivat a-tokoferonu
se homolytickou transformaci pfevadi na a-tokoferochinon za soucasného vzniku dvou
radikalt (alkoxylového a alkylového), které propaguji autooxidaci lipidi v ¢asovém intervalu
za induk¢ni periodou systému®4’, Antioxidanty s heteroatomy (kyslik, sira, selen, dusik) v p-
poloze vykazuji obecné vyssi antioxidaéni U€inky, divodem je dalSi moznost rezonanéni
stabilizace, kterou zpusobuji volné elektronové pary heteroatomi — nejéastéji etherové
vazaného kysliku se dvéma volnymi elektronovymi pary. Uvedena stabilizace vysvétluje
vy3$§i antioxidaéni i¢inek BHA oproti BHT s methylovou skupinou v p-poloze*647,
potravinovych vyrobcich. Pfi kulinarnich upravach jako je peceni, smazZeni, fritovani ¢i
mikrovinny ohiev jsou transformovany na riizné substituované p-chinony®8. Jestlize jsou
tokochromanoly zcela vyCerpany, systém dospéje do zlomového bodu — indukéni periody,
poté dochazi ke zdanlivé exponencialnimu ristu vznikajicich alkylhydroperoxidi. V redlném
systému (potraving) ale postupné roste pravdépodobnost, ze radikal (Re, ROe, ROQO¢) zreaguje
pii terminaci S dalS$im radikalem, skuteény prabéh tedy znazornuje logisticka kiivka.
Analogickym zplGsobem vznikaji v ovoci 0-chinony odvozené od polyfenold (fenolové
kyseliny, flavonoidy, tanniny) poté, co je kvantitativné spotfebovan askorbat v pletivech.
Elektrofilni 0- a p-chinony jsou dle stupné substituce vysoce reaktivni slouceniny, které
reaguji s nukleofilnimi donory podobné jako a,B-nenasycené aldehydy (kap. 2.1, str. 9).
Cytotoxicita y- a d-tokoferochinonli je pfipisovana vzniku Michaelovych adukti s tzv.
sekre¢nimi proteiny, coz zcela znemoziuje jejich posttranslacni modifikace ¢i vznik funkéni
prostorové struktury. Zcela substituovany a-tokoferochinon nepodl¢ha konjugované adici,
proto se nabizi otazka, zda vysadni zastoupeni a-tokoferolu a jeho chinonu v Zivo¢isnych
bunikdch neni ve skutecnosti evolu¢ni vyhodou. Degradace o-tokoferolu pii chemické a
fyzikalni rafinaci neni prozkoumana, proto jsme se rozhodli syntetizovat kli¢ové produkty

oxidace tokochromanold (obr. 25) pro potfebu vyvoje analytické koncovky (HPLC-UV,
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DART TOF-MS) a pro nasledné kinetické experimenty. Tokoferochinony byly pfipraveny
dvouelektronovou oxidaci pomoci FeClz-6H20, pficemz k reakci byly zapotiebi alesponn 3
ekvivalenty Cinidla, nebot’ tfeti ekvivalent slouzil jako Lewisova kyselina pifi hydrataci
tokoferoxylového kationtu. Spirodimer a-tokoferolu byl piipraven reakci s ferrikyanidem
draselnym, syntéza 8a-hydroxy-a-tokoferonu byla iniciovana radikaly v prostiedi methyl
linoleatu. Vznikly derivat 8a-hydroperoxy-a-tokoferonu byl nasledné specificky redukovan

trifenylfosfinem &i triethylfosfitem®®

R R R
HO ‘o 0
CHs, FES+ + e'—>Fe2+ o CH3 Fe3+ + e'—>Fe2+ ﬁ CHs
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R o CiHas R 0 CigHss R Q C1gH33
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Obr. 25 Syntéza a-tokoferochinonu, &-tokoferochinonu, 8a-hydroxy-a-tokoferonu a

spirodimert a-tokoferolu.
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V primyslovém méfitku nelze vyloucit ztraty tokoferol a tokotrienol rafinaci,
s ohledem na fyzikalné-chemické vlastnosti se je snazime alespon minimalizovat. Zptsob
jakym jsou technologicky odstranény volné mastné kyseliny, jednozna¢né definuje kvalitu
destilatu v zavére¢ném stupni rafinace jedlych oleja. V USA dominuje pouziti chemické
rafinace pii zpracovani surového sojového oleje, deodoraci jsou tudiz odstranény pachové
latky a také zna¢na Cast tokoferolt ¢i fytosteroli (= 25 %). Pro americké vyrobce je dulezitym
obchodovatelnym parametrem nejen obsah tokochromanold v rafinovaném oleji (min. 500
mg/kg), ale také v deodoracnim kondenzatu, nebot’ ten je ucelné¢ vyuzit farmaceutickymi
spole¢nostmi jako cenny zdroj vitaminu E, skvalenu ¢i fytosterolti (300 — 700 $/ tunu). Cenu
destilatu determinuje pouze obsah biologicky aktivnich slouéenin, zejména o-tokoferolu,
nejucinnéjsiho vitameru. Pfi¢inou deodoracnich ztrat je neucinnd kondenzace par za
hlubokého vakua, ktera vede ke stripovani tokochromanolii s piehiatou parou do destilatu.
Zcela zasadni vliv na retenci tokoferoli ma dosazené vakuum, teplota, doba zdrzeni, zptisob
distribuce a stripovani ptehiaté pary (mamutkami/tryskami). V Evropské unii pievlada
fyzikalni rafinace, vyjimkou jsou vyrobci biopaliv, zde je ekonomicky vyhodné alkalicky
neutralizovat vMK. V jedlych olejich po fyzikalni rafinaci je retence tokoferolt vyssi (800 -

1000 mg/Kkg), destilat pfedstavuji mastné kyseliny s vyuzitim v oleochemickém sektoru?®,

Retence vMK, doprovodnych latek lipidti [%]
Teplotni profil deodorace [°C]

Doba zdrzeni [min]

--@--B-sitosterol (414 g/mol) --O--kampesterol (400 g/mol) —e— a-tokoferol (430 g/mol)
—o— y-tokoferol (416 g/mol) —<— &-tokoferol (402 g/mol)  ---:&--- vMK (280 g/mol)
teplotni profil

Obr. 26 Vliv molekulové hmotnosti na retenci tokoferold, fytosterolt a mstnych kyselin®®,
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Protoze ve vétSin€ olejit s vysokym zastoupenim polynenasycenych mastnych kyselin

dominuje y-tokoferol (50 — 80 %), rozhodli jsme se ve spolupraci s firmou Farmet a.s.

modelovat vliv molekulové hmotnosti doprovodnych latek lipida na jejich retenci v olejich

(obr. 26). Podminky fyzikalni rafinace byly simulovany na poloprovoznim Sarzovém zafizeni

(obr. 27, vpravo) s mamutkou. K odkyseleni byl vybran sojovy olej v RB kvalité (obsah
VMK: 1,7 — 1,8 %; PC: 1,4 — 1,6 mekv. akt.O/kg; tokoferoly: 1075 — 1298 mg/kg) od firmy
ADM Mainz GmbH. Experiment simuloval primyslové podminky (vsadka: 80 kg; zdrzeni:

120 minut; tlak: 0,05 mbar; para: 20 kg/t; primérna teplota: 220 °C) s velmi hlubokym

vakuuem, pfi¢inou byly extrémni ztraty tokochromanold, jejich retence klesala v potadi Ra >

Ry > Rd. Ztraty fytosterolii neptekrocily 40 %, obsah VMK byl po 50 minutach experimentu

pod 0,1 %.

RAFINACE

PRUMYSLOVA FYZIKALNI

kontinualni proces

POLOPROVOZNI FYZIKALNI
RAFINACE (vsadkova)

zdrzeni: 90 minut,
teplota: 220 - 270 °C,
operacni tlak: 3 mbar,
para: 20 kg/t oleje

RB repkovy olej,
kyselost: 0,89 - 1,29 %,
PC: 0,3 - 2,9 mekv.akt.O/kg
tokoferoly:
510 - 768 ppm

200 210 220 230 240 250 260 270 280 sOjovy olej, kyselost: 1,7 - 1,8 %, PC: 1,4-1,9

Obr. 27 Vliv kontinualniho primyslového odkyselovani a vsadkové fyzikalni rafinace

s mekv.akt.O/kg, tokoferoly 1075 - 1298 ppm
krltlcky teplotnl
interval 100 ; ' '
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90 A o -
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Deodorization temperature [°C]

Deodorization pressure [mbar]

Vv poloprovoznim méfitku na retenci a-, y- a 8-tokoferold*84°,
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Retence jednotlivych tokoferolti byla pfimo timérna molekulové hmotnosti, ke stejnym
zavéram dospél autorsky kolektiv doc. Cmolika na primyslové koloné ve firmé Setuza a.s.
(dnes Glencore Grain Czech s.r.0.)*°. V obou studiich byla data normalizovana, proloZena a
extrapolovana, cilem bylo jednoduché uréeni kritického teplotniho a tlakového intervalu (obr.
27)%849_V ptvodni ¢asopisecké literatuie autofi pouzivaji moderni regresni metody s interakci
veli€in, napt. response surface methodology, jejich zavéry jsou vSak jen obtizné ptenositelné
do primyslové praxe*®4°. Stripovani tokochromanoli s pfehfatou parou neni jedinou pfi¢inou
ubytku, primyslové aparaty nejsou zcela tésné a prinik vzduchu z okoli vede k tvorbé
cytotoxickych tokoferochinoni. Degradacni produkty antioxidanti lze povaZovat za
spolehlivé indikatory spravné provedené¢ho deodoracniho procesu. Ve spolupraci se skupinou
doc. Krepse z STU Bratislava jsme vyvratili vznik spirodimerd tokoferold, naopak byly
idnetifikovany nové procesni kontaminanty — estery tokoferolt (obr. 28), které¢ vznikaji kysele
katalyzovanou esterifikaci v prib&hu fyzikalni rafinace®®. Méné substituované derivaty

vitaminu E jsou za vysokych teplot esterifikovany snaze (70 — 128 mg/kg).

CHj3 a) TVORBA o-TOKOFERYLCHINONU CH,
Ho : o
CH; 4+ 2ROO- ! - CH; 4+ 2ROOH
H,C o R H,C o R ke
OH 2
G s \
CH, b) TVORBA ESTERU a-TOKOFEROLU CHj i
R o produkty
HO g
k', \ﬂ/
CH; 4+ R’'COOH o CH; H,O
HC o R k', H,C o R
CH, CHj
124 = = a-tocopherol rychlostni konstanta (h™)
A o TFAs
1.0 L;;,Tj;ion @) k,...tvorba a-tokoferylchinonu 0,147

k,...degradace 0,332
o-tokoferylchinonu

k’,..tvorba estert a-tokoferolu 0,084

Concentration (mmol/kg)
o
(=]
1

k’,..degradace 0,211
esteru a-tokoferolu

Time (h)
Obr. 28 Vliv fyzikalni rafinace na tvorbu a-tokoferochinonu diky netésnostem aparatury a

esterti a-tokoferolu pfi autokatalyzované Fischerové esterifikaci.
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2.5. VIliv rafinace a chemické modifikace na obsah volnych a vazanych

fytosterolii a jejich degradacnich produkti

Rostlinné oleje jsou vyznamnym zdrojem volnych a esterové vazanych fytosterold,
jejich kone¢ny obsah je ovlivnén rafinaci, chemickymi, enzymovymi 1 fyzikalnimi
modifikacemi a také skladovacimi podminkami. Pii chemické rafinaci jsou obvyklé ztraty
volnych fytosteroli 25 %0, Pfi alkalické neutralizaci sdjového oleje jsou volné steroly strzeny
spole¢né¢ s mydly do ,,soapstocku®, neutralizace volnych mastnych kyselin 2,5% roztokem
NaOH zpuisobuje nejvétsi ztraty celkovych fytosterolt z 3479 na 2641 mg/kg, tedy o 31,8 %.
S vyssi koncentraci NaOH (7,5 — 12,5%) vzrista retence slozek nezmydelnitelného podilu
v olgji®t.

Pfi adsorp¢nim béleni rostlinnych oleji kysele aktivovanou bélici hlinkou (80 — 120
°C, 30 — 60 min, 1 — 2 hm. %) probihaji izomeraéni reakce v postrannim fetézci a predev§im
dehydratacni reakce za vzniku tzv. stera-3,5-dienli a stera-3,5,22-trienit S konjugovanym
systémem dvojnych vazeb, zvlasté stigmasta-3,5-dienu (3,7 — 102,7 mg/kg); stigmasta-3,5,22-
trienu (1,2 — 19,7 mg/kg) a kampesta-3,5-dienu (3,1 — 46,9 mg/kg). Analogické slouceniny
vznikaji také z oxidaénich produkti fytosterolt (stigmasta-2,4,6-trien, stigmasta-2,4,6,22-
tetraen)®>%3, V souladu s International Olive Council (IOC) je prakticka absence stigmasta-
3,5-dienu jednim ze zakladnich obchodovatelnych parametri (Trade Standards;
COI/T.20/Doc. No 11/Rev.3 2017) extra panenskych (< 0,05 mg/kg), panenskych (< 0,10
mg/kg) a lampante (< 0,50 mg/kg) olivovych oleji®?. Obsah steroidnich uhlovodiki v
ostatnich surovych olejich ziskanych lisovanim ¢i rozpoustédlovou extrakcei neptesahuje 0,01
mg/kg, dalsi jednotkové operace zpusobuji elimina¢ni reakce fytosteroll. V primyslu se
nejCastéji pouzivaji hlinitokfemicitany aktivované kyselinou chlorovodikovou o pH (10%
suspenze) = 3 (Tonsil® Optimum 210FF, Tonsil® Supreme), které maji velky mérny povrch
(230 — 330 m%g). Vysledkem kombinované fyzikilni sorpce a chemisorpce je odstranéni
chlorofyld, fosforu (0,4 — 2,5 mg/kg) a Fe (0,5 — 1,0 mg/kg)®?. Pouziti neutralnich bélicich
hlinek umoznuje fadové snizeni obsahu vzniklych stera-3,5-dient (obr. 29, spodni), jedna se
vSak o kompromis vykoupeny snizenou velikosti mémého povrchu (140 — 170 m?/g) a
sorp¢nimi schopnostmi.

Poslednim krokem chemické rafinace je deodorace, hlavnim cilem je odstranéni
pachovych sloucenin destilaci s pfehfatou vodni parou za hlubokého vakua (1 — 3 hPa). Pii

deodoraci sdjového oleje jsou typické ztraty volného [-sitosterolu 18 %, deodoracni
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kondenzat je tudiz dobrym zdrojem sterolti, ale také skvalenu a tokoferoll. Estery fytosteroli
Vv olejich po uplatnéni alkalické neutralizace nevznikaji.
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Obr. 29 Vliv podminek adsorpéniho béleni a deodorace na tvorbu stera-3,5-dienti®?.

Pti fyzikadlni rafinaci je kliCovy zavére¢ny odkyselovaci stupen, zde jsou
oddestilovany vMK a dochazi k vysokoteplotnimu béleni, tedy chemické degradaci karotent.
Deacidifikace je kritickou fazi rafinace, nebot’ drastické podminky procesu umozuji vznik
procesnich kontaminantli (trans mastné kyseliny, dimery a cyklické MK, estery 3-MCPD a
glycidolu). Celkové ztraty volnych fytosterolli jsou umérné stripovani do destilatu volnych
mastnych kyselin a také kysele katalyzovanym elimina¢nim (obr. 29, vrchni) a esterifikacnim

reakcim. Mezi destilovanymi vMK se hromadi nejen volné steroly, ale také stera-3,5-dieny
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s My = 382 — 398 g/mol, s ohledem na molekulovou hmotnost steryl esterd (Mw = 640 — 680
g/mol) je prestiik do destilatu témét vyloucen. V teplotnim intervalu 220 — 260 °C jsou ztraty
steroidnich uhlovodikti pfi odkyselovani od 20 do 56 %°%2. 1 piesto lze fyzikalni rafinaci
povazovat za SetrnéjSi technologii s vysS$i retenci doprovodnych latek lipidii v porovnani
S chemickou rafinaci a koncovou deodoraci (obr. 30), nebot obsah volnych
fytosteroli/tokoferolt/tokotrienoli v plné rafinovaném oleji je vyssi (obr. 30) a soucasné se
zvySuje obsah steryl, tokoferyl a tokotrienyl esteri. Pfislusné estery neztraceji biologickou

aktivitu a soucasn¢ jsou vyrazné oxidac¢né stabilnéjsi nez jejich volné formy.
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Tvorba steryl esteru [%]

220 230 240 250 260
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Séjovy olej (SO) ptivodni SO chemicky rafinovany SO fyzikalné rafinovany

M Volny sitosterol O Volny kampesterol O Volny stigmasterol
M Estery sitosterolu Estery kampesterolu [ Estery stigmasterolu

Obr. 30 Vliv deodorace a fyzikalni rafinace na tvorbu esterd fytosterolt a stripovani volnych

rostlinnych sterol®2.
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Vliv chemické modifikace triacylglyceroli na zmény fytosterolové frakce nebyl
doposud detailn¢ studovan. Azadmard-Damirchi a Dutta zkoumali vliv chemické
interesterifikace (120 °C, katalyzator CH3ONa) na zastoupeni volnych a vazanych fytosteroli
a tokochromanolli, za podminek randomizace byl zvySen obsah esterti fytosterol o 7 %,
soucasn¢ byl snizen obsah o-tokotrienolu o 35 %. Zavérem lze fici, ze frakce volnych a
vazanych fytosterolti jsou ovlivnény zvolenou rafinacni a modifikacni technologii. Proto je
S podivem, ze zmény fytosteroli za podminek totadlni hydrogenace nebyly prozkoumany,
nebot’ se jedna o jediny proces, ktery ovliviiuje strukturu veskerych steroidnich slou¢enin®.

Identifikace novych degrada¢nich produkti fytosteroli po hydrogenaci byla provedena
srovnanim retenénich charakteristik, EI-MS, APCI-MS a *C-NMR spekter izolovanych a
syntetizovanych sloucenin. Pti syntéze 5a-sitostan-3-onu, Sa-kampestan-3-onu, stereoisomert
5a/5B-sterant, sitost-5-enu a kampest-5-enu byla uplatnéna (obr. 31) hydrogenace (i,iv,vii),
Jonesova oxidace (ii), dehydratace (iii), mesylace (v) a hydrogenolyza mesylatu (vi)®.

CH, CH,

5a-sitostan-3-one CH;

CHj

B-sitosterol

CH; (i) H,, Pd/C
(i) Cro,, H,S0,,
H,0 -

CH,

CH,

7

HO o

T

(iii) 85% H,PO,
(V) MsCI, DMAP (iv) H,, Pd/C
(vi) LiAIH,, THF
CHy CH,
CHgy
CH,

CH, (vii) H,, Pd/C
CHj

sitost-5-ene sitostane isomers

H
Obr. 31 Syntéza analytickych standard degrada¢nich produktd B-sitosterolu®.

Detailni strukturni analyza potvrdila pfitomnost 3-oxo derivati fytosterolli, jmenovité
sitostan-3-onu  (C29Hs00) a kampestan-3-onu (C2gH480). Hmotnostné-spektrometrické
techniky prokéazaly pfitomnost intenzivniho molekularniho iontu, v pfipadé elektronové
ionizace se jednalo o hmoty 414 m/z (derivat [-sitosterolu) and 400 m/z (derivat
kampesterolu), pfi pouziti ,,mek¢i” ionizacni techniky APCI-MS (pozitivni méd) byly ve

spektrech prikazné nésledujici kladné ionty 415.39307 m/z [M+H]"a 401.37784
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m/z [M+H]*. Technika EI-MS byla uplatnéna pfi identifikaci jednotlivych stereoizomert 3-
oxostanonu a také steroidnich uhlovodikl. Absence fragmentt, které vznikaji o-St€épenim
kruhu A rozli¢nych 5B-3-oxosteroidi, prokazala selektivni tvorbu Sa-sitostan-3-onu a Sa-
kampestan-3-onu. V piipadé pIné nasycenych steroidnich uhlovodikt byly identifikovany
jednotlivé stereoisomery na zékladé selektivni fragmentace kruhu C a D (hmoty 149 a 151
m/z). P¥i strukturni analyze série mononenasycenych sterenti byla aplikovana technika *C
NMR. V APT spektrech se jednalo zejména o posuny 6 145.21 a 143.75 ppm, které¢ byly
piifazeny uhliku C-5 v molekulach sitost-4-enu a sitost-5-enu. Intenzivni signaly u 125.52,
118.99 a 118.91 ppm naleZely methinovym uhlikim sitost-3-enu (C-3), sitost-5-enu (C-6) a
sitost-4-enu (C-4). Nasledné¢ byla potvrzena pfitomnost novych degradaénich produkti
fytosterold v komerc¢nich vzorcich plné hydrogenovaného fepkového (IV 0,77 - 1,53 g 12/100
g), sojového (IV 0,23 - 1,11 g 12/100 g), slune¢nicového (IV 0,27 - 0,65 g 12/100 g),
palmového (IV 0,29 - 1,19 g 12/100 g) a kokosového oleje (IV 0,01 - 0,02 g 1/100 g) (Tab.
I1T). Ve vSech vzorcich byl detekovan degradacni produkt B-sitosterolu (5a-sitostan-3-on), s
nejvétsim obsahem v sojovém (77,7 — 192,4 mg/kg) a slunecnicovém oleji (74,1 — 172,3
mg/kg). Degrada¢ni produkt kampesterolu (5a-kampestan-3-on) nebyl detekovan v palmovém
oleji a kokosovém tuku, coz je ddno nizkym pocatecnim obsahem fytosterolli u ptivodnich
komodit.

Kone¢né degradac¢ni produkty, So/5B-stigmastan a 5a/5p-kampestan, byly

detekovany ve vSech vzorcich, dominantni formou byl termodynamicky stabilnéjsi Sa izomer.

Tabulka Il Degrada¢ni produkty fytosterolti v komer¢nich plné hydrogenovanych vzorcich
Charakteristika Repkovy olej  Séjovy olej Slun(;clgjlcovy Palmovy olej
Index lomu n}° 1,4420-1,4421 1,4430-1,4432 1,4432-1,4451 1,4421-1,4422
Jodové ¢islo gl2/100g  0,77-1,53 0,23-1,11 0,27-0,65 0,29-1,10
trans-UFA” g/100 g 0,67-1,46 0,12-1,09 0,28-0,57 0,13-0,90
Fytosteroly 2393-2419 1748-1903 942-1520 217-258
Fytostanoly 1028-1338 450-973 522-786 62-139
5a-Stigmastan 113,4-276,0 52,6-197,6 219,0-253,2 24,8-31,9
5B-Stigmastan 108,7-171,3 32,7-121,9 169,0-208,7 16,6-21,6
Stigmasteny! ~ M9/kg 5551202 91,4995  30,2-52,3 8,8-11,0
5a-Kampestan 93,0-262,3 36,9-156,2 43,0-171,9 10,5-14,2
5B-Kampestan 86,8-134,9 5,7-89,7 29,9-90,7 8,0-9,3
Kampesteny* 40,2-109,3 24,9-62,1 13,4-73,0 5,0-6,1
5a-Sitostan-3-on 68,4-160,1 77,7-192,4 74,1-172,3 4,2-7,4
So-Kampestan-3- 56,3-117,7 24,9857  32,7-100,5 ND?

on

“UFA, nenasycené mastné kyseliny, 'Suma polohovych izomer@ stigmastenu, *Suma polohovych
izomert kampestenu, ND, nebylo detekovéano
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Provedena transferhydrogenace [B-sitosterolu s donory deuteria (DCOONa) prokazala
pravdépodobny mechanismus vzniku degradacnich produkta fytosteroli. Reakce molekuly H»
s povrchem katalyzatoru probiha totoznym mechanismem disociativni adsorpce (obr. 32) za
vzniku adsorbovaného atomdrniho vodiku H* ¢i deuteria D*. Po dosazeni molekuly
fytosterolu povrchu kovového katalyzatoru dochazi k adsorpci dvojné vazby v poloze C5. Pii
navazani deuteria vznika CasteCné deuterovany meziprodukt s nutnou zménou hybridizace
(alkyl), nasleduje migrace dvojné vazby do polohy C4. Nové vytvofena dvojnd vazba opét
interaguje s povrchem kovového katalyzatoru. Dochazi ke kovalentni vazbé dal§iho atomu
deuteria a opétovné migraci dvojné vazby do polohy C3. V zavéru mize dochazet, a pti
vzniku 5a-stigmastan-3-onu  skute¢né dochazi, k keto-enol tautomerii za vzniku
karbonylového skupiny v poloze C3. Pii vzniku derivati stigmastenu ptedchazi migraci
dvojné vazby eliminace sekundarni OH skupiny na uhliku C3, coz bylo potvrzeno metodami

APCI-MS a EI-MS ptfitomnosti konjugovanych stera-3,5-dieni.

CHy CH, CH,
+ D* - H*
HO HO HO
y ; |
M H D My D
(1) B-sitosterol (2) half-deuterated product (3) positional +D*
isomer

CH, CH,4 CHy
keto-enol - H*
= tautomerism
(0] HO HO
D
D D5 * D
(6) 5a-sitostan-3-one (5) positonal isomer (4) half deuterated intermediate

Obr. 32 Mechanismus vzniku oxostanont potvrzeny deuteracnim experimentem.

V zavére¢né fazi byl studovan vznik degradacnich produktl fytosteroll
Vv laboratornich podminkéach. Béhem hydrogenacnich procest byly hydrogenovany fytosteroly
fepkového a palmového oleje za wvzniku piislusnych fytostanoli pouze castecné.
Konkurenénimi reakcemi dochézelo k migraci dvojné vazby z polohy C5 do polohy C3 a
vzniku karbonylové skupiny keto-enol tautomerii. Specifickymi produkty reakcéniho sledu byl
5a-sitostan-3-on (obr. 33) a 5a-kampestan-3-on. Hydrogenolyzou hydroxylové skupiny v

poloze C3 vznikaly degrada¢ni meziprodukty, A3,A%-stereny, které byly dale hydrogenovany

39



ZMENY FYTOSTEROLU

na kone¢né produkty — So/5B-stigmastan a So/5B-kampestan. Pozorovany byly obé dvé

stereoizomerni varianty, pfi¢emz 5o forma byla dominantni (obr. 34)%,

= N w S [0, ()] ~
[+ ~ )] (¥, ] H w N
Phytosterol degradation products
(mg/kg)

o

trans-lsomers of fatty acids (%)

o

60 54 48 42 36 30 24 18 12 6 0
lodine value (g 1,/100 g)

—@->5a-sitostane <O—5a-campestane -@-5B-sitostane
<—5B-campestane O b5a-sitostan-3-one A trans-MUFA

Obr. 33 Vznik degradaénich produkti fytosterold pfi hydrogenaci fepkového oleje (180 °C).
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Obr. 34 Teplotné podminény vznik derivath sitostanu pfi hydrogenaci jedlych oleja®.
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VYHLED DO BUDOUCNA

3. BUDOUCNOST RAFINACE A MODIFIKACE
ROSTLINNYCH OLEJU

Podle Organizace OSN pro vyzivu a zemédélstvi — FAO (Food and Agriculture
Organization) poroste i nadale svétova populace, soucasné se predpoklada vzestup zivotni
urovné v rozvojovych zemich a logicky i nartist spotfeby materiald, energii a zejména
potravin. Rust poptavky bude strmé&jSi nez populaéni kiivka a téma udrzitelné zemédélské
produkce, ekonomického rozvoje a spolecenského pokroku bude velmi aktualni. Z tohoto
davodu se pozice palmového oleje a jeho frakci jesté vice upevni, nebot’ méa nejvyssi
hektarovy vynos, nizkou cenu a uplatnéni napfi¢ celym spektrem potravinarskych vyrobkd.
Soucasné snahy o nahradu palmového oleje, palmstearinu ¢i palmoleinu nebo reformulace
potravin s palmovym olejem nejsou pfili§ uspé$né. I piesto mohou nalézt alternativni feSeni
uplatnéni v jinych odvétvich, prikladem je vyuziti fady oleji ziskanych z jednobunécnych
organismi v oleochemii ¢i dopliicich stravy. Moderni technologicky pokrok je motivovan
zejména kvalitou finalniho produktu, ktery bude prosty cizorodych latek a procesnich
kontaminantd. VétSina vyrobet jedlych oleji a tukovych vyrobkil nahradila v roce 2006
technologii parcidlni katalytické hydrogenace alkalickou transesterifikaci a frakcionaci.
Prozatim. Osobné oc¢ekavam, Ze se vice uplatni specifiké i nespecifické enzymové modifikace
oleji. Aktudlni stav poznani nepiinesl uspokojivé odpovédi na fadu otdzek, doposud vime jen
malo o pivodu procesnich kontaminantii ¢i mechanismu jejich vzniku. Predpokladam, ze
aplikovany vyzkum bude i nadale zaméten na bezpecnost potravin, sou¢asné dostanou prostor
technologické inovace, jako jsou kontinualni hydrodynamické kavitaéni reaktory se

snizenymi naroky na prostor a obsluhu.
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